The carcinogenic hydrocarbon 3.4-benzopyrene is soluble in aqueous solutions of different pro teins. The solubilities are easily determined by the fluorimetric method. The fluorescence o. the hydrocarbon in the protein solutions is not quenched by molecular oxygen. Nevertheless only in presence of air (oxygen) an irreversible decrease of the fluorescence intensity occurs under irra diation with UV-light of wavelength 366 mju, which is considerably faster than under nitrogen or in solutions of the hydrocarbon in ethanol or aqueous caffeine.
In the systems investigad, a correlation was found between the half-life period of the reaction and the SH-group activities. The participation of protein-SH-Groups in the 3.4-benzopyrene photo reaction is demonstrated by amperometric Ag®-titrations.
The influence of protein denaturation and inhibiting additives on the photoreaction are investi gated by the fluorimetric method.
Irradiation-and oxygen-dependence of the reaction are analogous to the observations of photo dynamic action and skin cancer induction by 3.4-benzopyrene.
By 366 m/u irradiation of /?-lactoglobuline solutions containing 3.4-benzopyrene the heatdenaturation characteristics of the protein are changed. The same changes are produced without 3.4-benzopyrene by UV-light of the wavelength 280 m/«. Treatment of the /?-lactoglobuline solutions with an amount of cigarette smoke, which certainly does not contain 3.4-benzopyrene in sufficient con centration, acts in the same direction.
Along with the changes in the protein properties the typical fluorescence of 3.4-benzopyrene vanishes. The hydrocarbon does not act as a catalyst in photodynamic action, but is chemically altered as well as the protein, at least in the system under investigation.
Die Fluoreszenz der Lösungen von 3. 4 verglichen mit Rinderserum album in und /?-Lactoglobulin steht in guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen von S a n t a m a r i a 5 bei menschlichem a-, ß-und 7-Serumglobulin. Ein ebenso signifikanter Unterschied der Löslich keiten ergibt sich beim Vergleich der GleichgewichtsKonzentrationen des nichtcarcinogenen 1.2-Benzpyrens und von 3.4-Benzpyren in /?-LactoglobulinLösungen. In allen Proteinlösungen wird keine re versible Sauerstofflöschung der KohlenwasserstoffFluoreszenz beobachtet.
Die Fluoreszenzmaxima der Vergleichslösungen von 1.2-Benzpyren in Äthanol liegen bei 390, 400 und 410 m/<. In Coffeinlösungen sind die Maxima nicht deutlich voneinander getrennt. Eine Ver schiebung gegen die Maxima der alkoholischen Lö sung konnte deshalb nicht sicher beobachtet werden (vgl. für 3.4-Benzpyren: R e s k e und S t a u f f 2 ) . A u s diesem Grund und wegen der geringen Fluoreszenzlicht-Ausbeute in der Proteinlösung ist eine Zuord nung des 1.2-Benzpyrenfluoreszenz-Spektrums in der Proteinlösung zu dem in Äthanol oder in Coffein lösung nicht möglich.
Die beobachteten Schwankungen der Gleich gewichts-Konzentrationen bei verschiedenen Ansätzen sind bedingt durch die schlechte Reproduzierbarkeit der Suspensions-Eigenschaften und durch Tempera turschwankungen. Die lineare Abhängigkeit derBenzpyren-Gleichgewichts-Konzentrationen von den P ro teinkonzentrationen im Bereich zwischen 0 und 0,2% Protein ( S t a u f f und R e s k e 1 ) gilt deshalb nur für unter gleichen Bedingungen mit dem gleichen Protein präparat und der gleichen Suspension angesetzte Lösungen.
Die Unterschiede der Gleichgewichts-Konzentratio nen stören die unten beschriebenen photodynami schen Untersuchungen nicht, weil die Kinetik der Photooxydation unabhängig von der KW-Stoff-Anfangskonzentration ist.
II. Kinetik der H i t z e a g g r e g a t i o n von /?-Lactoglobulin nach Behandlung mit UV-Licht und 3.4-Benzpyren a) M ethodik
Im p n -B e r e i c h oberhalb des isoelektrischen Punk tes verläuft die Hitzeaggregation von /?-Lactoglobulin nach einem Zeitgesetz von angenähert zweiter Ordnung. ( S t a u f f und Ü h l e i n 11, S t a u f f , B a r t h e l , J a e n i c k e , K r e k e l und Ü h l e i n 12.) Die Aggregation der Proteinmoleküle verursacht eine Vergrößerung der mittleren Teilchengröße. Der mittleren Teilchengröße proportional ist die Intensi tät des von der Lösung gestreuten Lichts, zu deren Messung die nach S t a u f f und M itarb. 12 modifizierte, von Ü h l e i n und S t a u f f 13 in ihren wesentlichen Teilen beschriebene A pparatur benutzt wurde.
Für alle Untersuchungen der Kinetik der Hitzedena turierung wurden verschiedene /?-Lactoglobulinpräpa-rate der Firma Pentex Inc., Kankakee, Illinois, USA, verwendet, die in ihren hier wesentlichen Eigenschaf ten übereinstimmten. In allen Fällen wurde bei 80 °C mit 0,2-proz. Proteinlösungen in Phosphatpuffer pH 7 (Zusammensetzung s. Experimentelle Einzelheiten) ge arbeitet.
Unter diesen Bedingungen nimmt die Aggregations-Geschwindigkeit des Proteins und die zu ihr proportionale Zunahme d S /d t der Streulichtinten sität S mit der Zeit t nach Ablauf einer Induktions periode in guter Näherung mit dem Q uadrat der Proteinkonzentration zu. Folglich erhält man für zwei verschiedene Proteinkonzentrationen c0 und mit den entsprechenden Streulichtintensitäten S0 = S0(J) und Sx = Sj (*) (1) Falls nun zwei /?-Lactoglobulin-Lösungen der glei chen Konzentration c0 der H itzedenaturierung unter worfen werden, von denen eine einer Vorbehandlung ausgesetzt war, die die Aggregationsfähigkeit des Proteins vermindert hat, so erhält man für die vor behandelte Lösung eine Streulichtkurve 5 1 = 5 1(f) mit einer Steigung d^/d z , die kleiner ist als die Steigung d50/dz der mit der nicht vorbehandelten Lösung gewonnenen Streulichtkurve. D araus erhält man nach Gl. (1) Wie an anderer Stelle 14 berichtet wurde, ist die gleiche V eränderung des Aggregationsverlaufs nach Behandlung von /^-Lactoglobulin-Lösungen mit Ziga rettenrauch zu beobachten. Diese W irkung ist sicher nicht auf das im Tabakrauchkondensat enthaltene 1 ppm-3.4-Benzpyren zurückzuführen. Denn eine Proteinschädigung F in der Größenordnung 50% wird bereits bei einer Rauchdosierung erreicht, bei der die dadurch in die Lösung eingebrachte Menge 3.4-Benzpyren die Konzentration 1 • 10" 8 Mol/Z nicht übersteigt *.
Wegen der Ähnlichkeit der Effekte von UV-Licht der 280 m//-Bande allein und des nur bei Gegenwart von 3.4-Benzpyren beobachteten Effektes von UVLicht der Wellenlänge 366 mju ist wahrscheinlich, daß das 3.4-Benzpyren die Rolle der aromatischen Amino säuren des Proteins bei der Prim ärabsorption des UV-Lichts übernimmt. Wenn nach der 3.4-Benzpyren-Lichtbehandlung die /?-Lactoglobulin-Lösungen in 5,6-m. Harnstoff gebracht und anschließend titriert werden, so unter scheiden sich die titrierten Werte nicht signifikant von denen, die in unbehandelten Lösungen in 5,6-m. Harnstoff bestimmt werden. Wahrscheinlich reagiert das Photoreaktionsprodukt des Kohlenwasserstoffs selbst mit Ag®, wodurch die Verminderung der Zahl der SH-Gruppen im Ergebnis der Titration kompensiert wird. Diese Erklärung ist naheliegend, weil das 3.4-Benzpyren-Photoaddukt ebenso wie der Kohlenwasserstoff (s. Kap. IV b) bei der Harnstoff denaturierung aus seinem Solvatationszustand frei gesetzt werden dürfte und dann für Ag® reaktions fähig sein kann. Da bei der Hitzedenaturierung des Proteins die Solvatation des Kohlenwasserstoffs nur geringfügig verm indert wird (s. Kap. IV a) und auch hier das gleiche für das Photoaddukt gelten dürfte, ist es folgerichtig, daß nach Hitzedenaturie rung die SH -Titration durch das Photoprodukt des Kohlenwasserstoffs nicht gestört wird.
III. S H -T i t r a t i o n e n V o n v e rsch ie d e n e n A u to r e n (s. z. B.: S ta uff u n d
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Die Ergebnisse der SH-Titrationen von hydro lysiertem /^-Lactoglobulin schwanken wegen der dort schlecht ausgeprägten Knickpunkte der Titrations kurven wesentlich stärker als die des denaturierten Proteins. Daß diese Einschränkungen die Ergebnisse offenbar nicht wertlos machen, zeigen die anschlie ßend beschriebenen kinetischen Untersuchungen der Photoreaktion selbst. Nur muß wegen der möglichen Zweifel an der SH-Spezifität der Ag®-Titration auch noch mit der Beteiligung anderer reduzierend w ir kender Gruppen des Proteins an der 3.4-BenzpyrenPhotoreaktion gerechnet werden.
IV. Kinetische Untersuchung der 3.4-Benzpyren-Lichtreaktion a) Einfluß des Proteins und seines Zustandes
Der spektrale V erlauf des Fluoreszenzlichts und halbquantitative Beobachtungen der Tem peratur abhängigkeit der Löslichkeit von 3.4-Benzpyren in /9-Lactoglobulin-Lösungen deuten darauf hin, daß die Löslichkeit des Kohlenwasserstoffs in den Protein lösungen durch hydrophobe Bereiche im Protein molekül verursacht wird (vgl. R e s k e und S t a u f f 2 ) . Zwischen SH-Gehalt und 3.4-Benzpyrenlöslichkeit besteht hingegen keine Korrelation, wie ein Ver gleich der molaren Löslichkeiten von 3.4-Benzpyren in /^-Lactoglobulin und Rinderserum album in (s. Tab. 1) mit den SH-Titrationsergebnissen in Tab. 4 zeigt.
Es ist möglich, daß die durch die HitzeaggregationsVersuche und die SH-Titration nachgewiesene Be teiligung von Protein-SH-Gruppen an der Photo reaktion mit 3.4-Benzpyren sekundär ist. Es muß aber in Betracht gezogen werden, daß, wie nun ge zeigt werden soll, eine einfache Beziehung zwischen dem SH-Gehalt der beteiligten Proteine und der Ge schwindigkeit der 3.4-Benzpyren-Photoreaktion be steht.
Wie früher mitgeteilt wurde ( R e s k e und S t a u f f 3) , nimmt bei Bestrahlung w äßriger 3.4-Benzpyren-/?-Lactoglobulin-Lösungen mit Licht der Wellenlänge 366 m// nur in Anwesenheit von (Luft-) Sauerstoff die Fluoreszenz des Kohlenwasserstoffs nach einem Zeitgesetz der ersten Ordnung mit der Bestrahlungs dauer ab. Diese Beobachtung liefert wegen der leich ten A usführung von Fluoreszenzmessungen die Grundlage für eine bequeme Methode zum Studium des Einflusses der Proteineigenschaften auf die 3.4-Benzpyren-Photoreaktion.
In Tab. 5 sind die Ergebnisse einiger Versuche mit nativem und denaturiertem /^-Lactoglobulin und Rinderserum album in zusammengestellt. Die Hitze denaturierungen wurden jeweils nach der Solvation des Kohlenwasserstoffs und vollständiger Entfernung der überschüssigen Suspension durch Zentrifugation vorgenommen. Die sonstigen Versuchsbedingungen und die verwendeten Geräte wurden früher ( R e s k e und S t a u f f 3) beschrieben.
Die relativen Anfangsintensitäten I der Fluores zenz bei 410 mju schwankten bei den hier zusammen gestellten Versuchen mit nativem /^-Lactoglobulin in Phosphat-oder Trispuffer, pn 7, zwischen 28 und 110 ( / = 100 entspricht 2 ,5 -10_ 6 Mol 3.4-Benz pyren//, s. Tab. 2 ). In diesem Bereich wurde kein Gang der Halbwertszeit-Schwankungen mit der An fangsintensität beobachtet.
Nach der H itzedenaturierung wurde im allgemei nen eine Abnahme der Anfangsintensität von nicht mehr als 15% beobachtet. Wesentlich verschieden sind die Verhältnisse in Harnstoff-denaturierten Wie Tab. 5, letzte Spalte, zeigt, ist die Halbwerts zeit der Abnahme der 3.4-Benzpyrenfluoreszenz bei Bestrahlung mit Licht der Wellenlänge 366 m « in den untersuchten Proteinlösungen mit überraschen der Genauigkeit reziprok proportional zur Zahl der SH-Gruppen der beteiligten Proteine bei intakter Konfiguration. Dabei ist für der Gesamt-SH-Gehalt von /?-Lactoglobulin der höchste W ert der SH-Titrationen hydrolysierter Proben eingesetzt. Unter der Annahme, daß die bei der H itzedenaturierung nicht titrierbar gewordenenen SH-Gruppen von /?-Lactoglobulin, d. h. die Differenz der Zahl der SH-Gruppen hydrolysierter und hitzedenaturierter Lösungen, sich noch in einem, dem nativen mindestens ähn lichen, konfigurativen Verband befinden, gilt die Ge setzmäßigkeit mit der gleichen Genauigkeit auch für hitzedenaturiertes /?-Lactoglobulin. 
D iskussion der Ergebnisse
Nach verschiedenen V erfahren ist gezeigt worden, daß in Lösungen von 3.4-Benzpyren in wäßrigen /5-Lactoglobulin-und Rinderserumalbumin-Lösungen durch Bestrahlung im Absorptions-Maximum des Kohlenwasserstoffs bei 366 mjU nur bei Anwesenheit von Sauerstoff (trotz fehlender 0 2-Löschung der Kohlenwasserstoff-Fluoreszenz) gleichzeitig der Koh lenwasserstoff zerstört und die Proteine angegriffen werden. Die fehlende carcinogene Aktivität typischer SHBlocker, wie z. B. Jodacetamid, w ird dadurch ebenso zwanglos erklärt wie die negativen Resultate -so weit sie durch das Ausbleiben einer SH-Konkurrenzreaktion bedingt sind -, die G r a ffi und H eine 25 bei der tierexperimentellen Untersuchung des Ant agonismus zwischen carcinogenen Kohlenwasserstof fen und Cystein und Penicillamin erhielten.
Durch Sauerstoffausschluß mit Inertgas (N2) (R eske und S t a u f f 3) oder Zusatz von Cystein oder Dihydro-a-Liponsäure in ca. hundertfacher M olarität des gelösten Sauerstoffs wird die 3.4-BenzpyrenProtein-Lichtreaktion unterbunden.
